HERG遺伝子変異に伴う遺伝性QT延長症候群の分子遺伝学的研究 by 林 研至
448 金沢大学十全医学会雑誌 第109巻 第 6号 448-461(2000)
月E だG遺伝子変異に伴う遺伝性QT延長症候群 の分子遺伝学的研究
金沢大学医学部医学科内科学第二講座(主任 : 馬渕 宏教授)
林 研 至
QT延長症候群Oo ng-QT syndr o m e, LQT S)は , 心 電図上 QT時間の 延長を認 め , 多形性心室頻拍や心室細動な どの 心室
性不整脈 に より失神 や突然死をき たす心疾患 である . 遺伝性QT延長症候群 は, 常 染色体優性遺伝 で先天性柾聴 を伴 わない
Ro m an oW a rd症候群 と, 常染色体劣性遺伝で先天性難聴を伴うJe rv ell, La nge-Niels e n症 候群 と に分類 され る . 最近 の 分子遺
伝学的解析 に より, 心筋の 電位依存性 K チャ ネ ル の サ ブ ユ ニ ツ･トを コ ー ドする m ¢了1, 月E 斤C, ∬C Ⅳg J, g αⅦ 2 と, 心 筋の 電
位依存性 Naチ ャ ネ ル の サ ブ ユ ニ ッ トをコ ー ドす る5 C 州54の 遺伝子変異が順次同定 され , 遺伝性QT延長症候群 の 原因である
と報告 され て い る. 本研究で は, QT延長症候群患者 にお い て 月E 尺G遺伝子変異を同定 し, 遺伝子変異 に よ る カリ ウ ム チ ャ ネ
ル 機能異常 に つ い て , ア フ リカ ツ メ ガ エ ル 卵母細胞発現系を用い て 変異遺伝子の 電流特性 を検討 した . 対象者 の 末梢白血球よ
り分離 した 高分子 D N Aを用 い て , LtE R G遺伝子 の 膜貫通領域 とポ ア 領域に お い て プ ライ マ ー を設計し, P C R に より D N A断片
を増幅させ て P C R一 本鎖構成体多型 (P C R-Single strand c o nfo r m atio n alpolym o rphis m) 法お よ び直接塩基配列決走法 (dire ct
s equ e n c e) を用 い て 遺伝子変異 の 同定を行 っ た . さ ら に, P C R制限酵素切断多型 (PC R- r e Strictio nfr agm e ntle ngth
polym o rphis m) 法に より遺伝子変異を確認 した . 部位 特定突然変異導入法を周い て , 変異型 cD N A, さ ら に cR N A を合成 した .
合成 した cR N Aを ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル の 卵 母細胞 に注入 し, 卵 母細胞 に発現 した 膜電流 を2本の 電極を用 い た電位固定法で記
録 し, 電気生理 学的 に検討 した.
臨床 的に診断 され たQT延長症候群106症例の 検討 の 結果 , 1家系3名に お い て , 月E 斤G遺伝子S 4領域534番目 の ア ミ ノ 酸ア
)L/ギ ニ ンを コ ー ドす る コ ドン C G C が シス テ イ ン を コ ー ドす る コ ド ン T G Cへ と変化す る変異Arg534 Cys を検出 した . 遺伝子変
異を認め た3 人 ともQT時間の有意 な延長を認め , 臨床 的 にLQT S と考え られ た . 電 気生理学的検討 の結果, Arg5 34 Cys変異
は H E R G電流を多少抑制す ると ともに H E R G チャ ネ ル の 脱活性化を促進 させ て い た . ま た ! 別の 1家系3名 にお い て , H E R G
遺伝子S 5-S6 リン カ ー 内S 6近傍 の637番目 の ア ミ ノ酸である グ ル タ ミ ン 酸を コ ー ドす る コ ド ン G A G が リ ジン を コ ー ドす る コ
ド ン A A Gへ と変化す る変異 Glu637Iqsを検出 し た . この 変異 は , こ れ まで に報告 が なく , 新変異 で あ っ た . 遺伝子変異を認
め た3人 ともQT時間の有意な延長を認め , 臨床 的 にLQTS と考えら れ た . 電気生理学的検討の 結果, Glu637Iys変異 は優性的
阻害をきた し, H E R G電流を著 しく抑制 した .
臨 野 W O rds lo ng QT syndro m e, hu m an ethe r- a甘OTgO- r elated ge n e, pOta SSiu m cha n n el, ge n e
m utatio n, do min a ntn egativ e sup pr essio n
QT延長症候群 (lo ngQT syndro m e, LQTS) は, 体 表面心電図
上QT 時間の 延長を認め , 多形性心室頻拍 (to rs ade de pointes,
T d P)や 心室細動な どの 心室性不整脈 によ り失神や突然死をき た
す心疾患である 1).
LQT S は, 病 因別 に 遺伝性 と 二 次性 に分類 さ れ る . 遺 伝性
QT延長症候群 は , 常染色体優性遺伝 で先天性難聴 を伴 わ な い
Rom a noJW ard症候群2)と , 常染色体劣性遺伝で先 天性難聴 を伴
うJe rv ell, Lange- Niel$en 症候群
3)と に 分類さ れ る. 一 方 , 二 次
性QT延長症候群は , 薬剤 桐 (抗不整脈薬, 向精神薬 , 抗菌薬 ,
抗 ヒ ス タ ミ ン薬 な ど), 徐脈 , 電 解質異常, 脳 血 管障害な ど に
よ りQT時間の著明な延長とT dPをひ きお こす症候群で ある .
遺伝性QT延長症候群の 病因と して , 以前 は心臓 に対 し て左
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理論 の 根拠 と して , 実験 的に左星状
神経節刺激 と右星状神経節 ブ ロ ッ ク に よりQT時間 の 延長が認
め ら れ る こ と?), 左 星状神経節 ブ ロ ッ ク や /3遮 断薬 が LQT Sの
治療 に 有効であ る こ と
7川 な どが あげ られ てき た . こ れ に 対 し,
1980年代後半 より, 心 筋細胞イ オ ン チ ャ ネル の 異常 に よ っ て 再
分極障害が もた ら さ れ る とす る 内因説 が提唱さ れ る よう に な っ
た . 199 1年, Ke ating ら
9)は Ro m a n o-W a rd症候群 の 遺伝子異常
に つ い て 報告 し, 第1 1番染色体短腕15.5 上の Ha rv ey ra S-1遺伝
子 の 近傍 の DNA マ ー カ ー と連 鎖す る LQTS家系を初 め て 報告
した . こ の 遺伝子座 は , そ の 後彼 ら10)に よ っ て さ ら に 正確にク
arginine; Cys, Cystein e;dd, dide oxy;Glu, gluta mic acid;
B E H G, hu m an ethe71aTgOTgO-r elated gen e;IKr, r aPidly activ ating delayed re ctiAerpotas siu m cu rr ent;LQTS,lo ng-QT
遺伝性QT延長症候群 にお け る H E R G遺伝子変異
ロ ー ニ ン グ され , 1996年心筋細胞イ オ ン チ ャ ネル の サ ブ ユ ニ ッ
トを コ ー ドす る遺伝子であ る と報告され て LQT l と分類 され る
よ う に な っ た . 現在ま で に, Ro m a n o- W ard症候群 に関 し て は,
LQTl(染色体1 1p15.5, K 陀QT]), LQT 2〔7q35-36, H E R G,





, LQT 5(21q22.1-22,2,K C N El)
1d)
,
LQT 6(21q2 2.1-22.2, K C 〃E 2)
15)の 6種, ま たJe rv ell, La nge-
Niels e n症候群に 関 して ほ ､JL N l(染色体11p15.5,K VLOTl)1
6)17)
,
JL N 2(21q2 2.1-22.2, K C N El)
18)の 2種 が 報告 さ れ て い る .
m ¢了1, 月E 斤G, g C ⅣEJ, g αⅥ詑 は, 心筋 の 電位依存性 K チャ
ネル の サブ ユ ニ ッ トを コ ー ドする 遺伝子であ る. m QTl はα
サ ブ ユ ニ ッ トで , βサ ブ ユ ニ ッ トで ある E C N E l と会合 して 心
筋 の 遅延整流 K電流 の 遅 い 成分 であ るI一くs (slo wly a ctivating
delayed re cti丘e rpota ssiu m c u rre nり を形成す る . 同様 に, α サ
ブ ユ ニ ッ トで ある H E R G はβサ ブ ユ ニ ッ ト で ある K C N E 2 と会
合 して 心筋の 遅延整流 K電流 の 速 い 成分 であ るIKrを形 成する .
一 方S C N 5 A は, 心筋の 電位依存性 Naチ ャ ネル の サ ブ ユ ニ ッ ト
を コ ー ドす る遺伝子であ る. イ オ ン チ ャ ネ ル 遺伝子 にお ける変
異が実際 に ど の よう な機能異常をも た ら し て い る の か を検討す
る た め , 変異チ ャ ネ ル を ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル の 卵母細胞 に発現
さ せ て イ オ ンチ ャ ネ ル 電流を直接測定 し, その 機能解析が行 わ
れ た . そ の 結果, LQT S で は, 電位依存性 Kチ ャ ネル の 機能喪
失異常(lo ss of fun ctio n;LQTl, LQT2, LQT5, LQT6) に よ る外向
き電流 の 減少 , ある い は Na チ ャ ネ ル の 機 能獲得異常 (gain of
fu n ctio n;LQT 3) に よ る内向き電流の 増加 によ り心筋活動電位持
続時間が延長 し, QT時間が延長する こ と が 証明された .
LQTSの 遺 伝子解析が進 む に つ れ て , 心電 図上 の T波 の 形態
19や 失神発作 の 誘因2(
-卜 2 2)
, あ る い は 患者 の 予後
2こ-}24)が 遺伝子型
に より異なるとい っ た遺伝子型 と臨床病型 の 関連, さ ら に は 遺
伝子型 に よ り有効な治療法が異な る こ とが 報告
25) 29)さ れ た . し
たが っ て , 個 々 の 遺伝子変異 に お ける電流特性 の 解析なら び に
臨床病型 の 解明が急務 と な っ て い る . そ こ で 本研究 で は , 我 々
の も つ 遺伝性QT延長症候群患者 に つ い て 月E 斤G遺伝子変異の
検索 を行 い , 2 つ の 特徴あ る変異を見い 出 し た . さ ら に それ ら
の 変異 の 電気 生 理 学的特惟 お よ び 臨床的特徴 に つ い て 検 討 し
た .
対象お よび方法
1 . 対 象
対象 は, 心電 図上 QTc時 間の 有意な延長(男性450 ミリ秒以
上 , 女性4 60 ミリ秒以 上)が 認め ら れ た患者10 6名で ある . QTc
時間は , 12誘導心電図で Ⅲ ある い は V5誘 導 にお い て QT時間を
測定 し, Ba z ettの 式 によ り心拍数補正 した 修正 QT 時間 と し た.
また , Schw artz ら=30)に よ る LQTSの 診断基準 に従 っ て LQT ス コ
ア を算出 した . こ れ ら 臨床診断さ れ た LQT S患者をH E R G遺伝
子変異 の 検索 ･ 同定 と それ に 伴う LQT Sの 臨床病型 に つ い て,
さ ら に ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル 卵母細胞発現系を用 い た変異遺伝子
の 電流特性 に つ い て 検討の 対象と した .
_11. 方法
1. 高分子 D N A抽出
449
対象者全例 か ら検査 に先 だ っ て 十分な説明に基づく同意を得 た
後､ 末梢静脈血10 mlを ED T A-2Na を抗凝固剤と し て採取 し
4 ℃に て 移送, -20℃ にて 保存 し た. こ の 末梢血を室温に て 解
凍後
′
什ito nX-100融解変法31)に て高分子 D N A を単離 し た. すな
わち融解液(320m M ショ 糠液, 1% T Yito nX-100, 5 mM MgC12,
10m M Tris-H Cl, pli 7.6) にて 赤血球を溶血させ , 遠心 に より
沈澱 と して白血球 を集め た . こ れ をプ ロ テ ア ー ゼ (Sigm a, St.
I.o uis, US A) に て消化後, フ ェ ノ ー ル ー ク ロ ロ ホ ル ム (1: 1)で
1 回, 続い て ク ロ ロ ホ ル ム イ ソ ア ミル ア ル コ ー ル (24: 1) に
て 2回抽出 し, 最後 に エ タ ノ ー ル 沈澱 に より D N A を分離 し た.
こ う し て得 ら れ た DN AをTris-ED T A繚衝液(10 m M Tris-H Cl,
1 m M ED T & 2 Na! PH 8.0) に溶解 の 上 260n m にお ける吸光度
測定 に より濃度を求め た.
2. P C R
Cu rra nらIl)の 報告を参考 に, Ge nBankの デ ー タ ベ ー ス に登録
され て い る ヒ ト e ag関連遺伝子(月E 斤G)配列 か ら, 膜貫通領域
とポ ア を含む エ ク ソ ン に つ い て1 9-25塩基長 の プ ラ イ マ ー 計6
組を作成し た( 図1).
プ ラ イ マ ー は D N A合成機 モ デ ル A B I38 1 A(Applied
Bio syste m s, In c. , Fo ste rCity, U S A)を用い ベ ー タ シ ア ノ エ チ
ル ホ ス ホ ア ミ ダイド法32)に て合成 した . ア ン モ ニ ア水 に溶解 し
55℃で 一 晩静置 したうえで -20℃に 冷却, 真 空下 で遠心 して 乾
燥 , 再滅菌蒸留水 1ml に溶解 しカ ラ ム N A F 5(Pha r m a cia-L K B,
Upps ala , Sw ede n) に 通 して 精製した . そ の 後200倍 に 希釈 し
260n m で の 吸光度 より濃度を測定し10/上M にな る ように 膿度
を調整 した .
D N A断片の 増幅 に はSaiki ら
:13)に よ る P C R法を用い た. 高分
子 D N A IFLg を鋳型D N A と して40/1 M の プ ライ マ
ー 1 セッ ト
と終濃度200FL M の 各 デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド(dA T P, d C T P,
d GT P,
′
ITP) と2.5単位の Taq ポ リ メ ラ ー ゼ (Pe rkin- Elm e r-
Cetu s, No r w alk, U SA)を, 0.01% ゼ ラ チン を含 む緩衝液 〔終
濃度10 m M Tris- H Cl(pH 8.3), 50mM K Cl, 1,5 mM MgC12〕 に
加え, 再滅菌蒸留水を計50/l` となる よう に 加え増枠 し た . 遠
心 し て 反応液 を集め 50/∠1の ミ ネ ラ ル オイ ル を滴下 して蒸発 を
防ぎ, 94 ℃ 1分 , そ れ ぞ れ の プ ライ マ ー の Tm で 1分, 74 ℃
1分を基本 にそ れ ぞ れ の セ ッ ト毎に 決定 した 温度条件の も と,
30 サ イ クル の 反応 を行 っ た .
増幅 した D N A断片 は 1 %の 通常の ア ガ ロ } ス ゲ ル に 鎖長 マ ー
カ ー と し て (トⅩ174/助 gII消化物(東洋紡, 東京) と共 に泳動 し
て 断片長を確認 し た.
3 . P C R--T一本鎖構成体多型(PC Rpsingle str andc o nfo r m atio n al
polym orphis m,P C R
-SS C P) 法
泳動用緩衝液 と し て Tris- H C1 54g, ホ ウ酸2 7.5 g, 0.5 M
E D T A 20ml に蒸留水を加え3 L に し たもの を保存月]の 5 × T BE
汀ris-bo ric acid-E D T A)泳動用緩衝液 と し 泳動直前に 1 × の 濃
度に 希釈 した .
0.5 m M E D
′
m 2/Ll, 5 N NaO HlO/11, 滅蘭再蒸留水88/1
を混合 し た ア ル カ リ 溶液を作り , P C R産物8 〃1 にア ル カ リ 溶
液2 /∠1を加え42℃3分, 95℃2分加熱後, 0 ℃ に急冷 し
一 本鎖
に変性 させ た . そ の うえで , 10 % ポ リ ア ク リル ア ミ ドゲ ル (ア
ト ー ,･東京) を用い てT B E綾衝液中で4℃の もと 40 V, 12-16時
syndro m e;Iqs, 1ysin e;P C R- F LP, C Rr estriction 血
･
agm entle ngthpolym Orphis m; M B S, m Odi鮎d Barth
'
s s olution;
P C RqSSC P, P C R- Single strand co nfbr matio n alpolym orphism;T d P, tOrS ade depointes;W T, Wild,tyPe
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- ケ ー ナ ー ト
1 L 2 L 3 L
← ← 一 -
7R 8 R 9 R
B
- ト ー ･ト →
4 L 5 L 6L
■ - ←
10 R llR
Na me Po sitio n Sequ e n c e Na m e Po sitio n Sequ e n c e
1 L l14 7-116 6
2 L 129 1-131 2
3 L 14 17- 43 7
4 L Intro nI
5 L 16 18- 63 6
6 L 180 2-182 3
GA C GTG C T G C C T G A G TA CA A
T TCC TG Cr G AA G GAG CG G A A G
A CC A CC rA CG T CA A T G C CA A C
T G CC CC AT CA A CG G AT T GC
GAT CG C rA CT CA G A GT A C G
G CC rG G G CG G C C CC TC C A TC AA
7 R l中帖-14 26
8 R 15 27-15 03
9 R Intro nI
lO R 1643-1623
1 1 R 17 58-17 3 6
1 2 R Intro nII
C A C C T C C T C GT TGG CA T TGAC
G T CG A A G G G G A TG C C G G C CA C C A TG
T A C A CCA CTGC CT CC TTG CTG A
G CC G C G C CG T A CT Cr G A GT A G
C A G CC A G C C GAT G CG T G A G TC C A
G CC C G C CC CT G G G C A C A Cr CA
Fig. 1. Partialge n omic stru Ctu re Of H E R Ga nd lo c atio n of P C Rprim e rs u sed in th is study･ (刃Regio n s e n c oding the predicted m e mbr a n e
-
spanningdo main s(S l-S 6)and thepo redo main areindic ated･ T he D N Asequ e n c e sfo rtheintr o n
- e X O nbo u ndarie s ar e a Sfollo w s(s m all
letter sindic ateintro n):intro nI, 5
,
-A G G A Ggtg gg g… C C C C agCTG A T C
-3
'
;intr o nII, 5
'
T G G C Tgtgagt･ ･ .C C C C agC C C T C-3
'
, (B) H E RG PC R
prim e rs･ Allprim er s ar e Sho w nin 5
,
to3
,dire ctio n･ Se n se str and oligo n u cle otide s areindic ated withan La nd antise n se oligonucleotide s
ar eindic ated wi thanR
間で 泳動 した .
染色 に は B io-Rad銀 染色 キ ッ ト (Bio- Rad Labo r ato rie s,
Richm o nd, U S A)を用 い , プロ ト コ ー ル に従 っ て 銀染色を行 っ
た . すなわち10 %エ タ ノ ー ル , 5 %酢酸混合液200mlに て1 5
分間ゲ ル の 固定を行 い , 酸化剤1 00 血1 にて5分間酸化 させ た .
蒸留水 で15分間 に 3 回水を換え なが らすすぎ余分 な酸化剤を
除き, 銀染色溶液を加え2 0分間撮塗させ た. そ の 後30秒 以 内
に洗浄し現像綬 を加えバ ン ドの 出現を確認 した . ある 程度以 上
バ ン ドが 濃くなっ た時点で蒸留水で 1分間すすい だ後, 5 %酢
酸10 0mlを加え反応を停止させ た . 30 %エ タ ノ ー ル , 5 %酢
酸混合液200mlを保存液と し, 30分以上 保存液内 に ゲ ル を浸
した後, ゲ ル を セ ル ロ ー ス フ イ ル ム 内に入 れ て 保存 した .
4 . 自動化直接塩基配列決定法(dir e cts equ e n cing)
P C R で増幅 した D N A断片を 1 %の 通常の ア ガ ロ ー ス ゲ ル に
鎖長 マ ー カ ー と して 申Ⅸ174/助 gII消化物(東洋紡, 東京)と共
に泳動 し, 断片長 を確認 した 上 で , 目的 とす る D N A断片 の バ
ン ドを含 む 部分を切り出 した . マ イ ク ロ ピ ュ ア と マ イ ク ロ コ
ン ー50 伽1icon) を組み 合わ せ て こ の D N A断片を10,0 00rpm で
10分間遠心 した . 再滅菌蒸留水25/∠1を加えて再度遠心 し, 濃
縮す ると 同時に余分な プ ライ マ ー , お よ び ヌ ク レオ チ ドを除去
し鋳型 D N A と した. こ れ に ダイ ･ タ ー ミネ ー タ ー ▲ サ イ ク ル
シ ー ク エ ン ス ･ キ ッ ト (Ped dn-Elm e r)を用 い サ イク ル シ ー ク エ
ン ス 法を行 っ た .
自動化直接塩基配列決定法としてA BI P RIS M T M 310Ge n etic
Analyz er(Ped(inqEl皿 er)を用い た . こ れ は, キ ヤ ピ ラl) - 型 の
塩 基配列解析装置で , 読み取 られ た デ ー タ は パ ー ソ ナ ル コ ン ピ
ュ
ー タ ー Po w e rM a cinto sh G3(Apple Co mputer, U S A) 本体内蔵
の 固定デ ィ ス ク に 数億 デ ー タ と して保存され た. 反応終了後 に
塩基配列解析を自動的 に行い , 配列を文字 デ ー タお よ び波形の
グ ラ フ と して出力 した .
5 . P C R制 限酵素切断多型 (P C R-re Strictio n fragm e ntle ngth
polym o rphis m, P C R･ FL P) 法
変異配列が決定 さ れ た後 , 変異の存在 の確認 お よ び ス ク リ ー
ニ ン グの た め 特定 の 制限酵素で切断部位が生 じ る よ うに プ ライ
マ ー を設計 し た. 一 側 に 通常の プ ライ マ ー を , 反村側 に変異 プ
ラ イ マ ー を用 い , 温 度条件 を再度調節 した うえで P C R法 に よ
り強制的に変異配列を導入 し た D N A断片を増幅 した . そ の 上
で ピペ ッ ト に て ミ ネ ラ ル オ イ ル の 下 層 よ りP C R産物 をこ取り出
し, 切断部位 に応 じた 制限酵素 とその 反応用礎衝液を加え酵素
の 至適温度条件下 に て 6時間反応 さ せ た . 反応 産物 の 染色 に は
Bio-Rad銀 染色 キ ッ トを用 い , プ ロ トコ ー ル に従 っ て 銀染色を
行 っ た .
6 . 部位特定突然変異導入法お よ び cR N A合成
変異 を導入す る野性型 H E R GcD N A はpG H 19ベ ク タ ー の
βα 別 HI一旦c βRI部 位 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ した も の で あり , Dr
Gail A Robe rts o n(Univ e r sity of W is c o n sin -M adiso nM edical
Scho ol, M adis o n, U S A)より供与 さ れ た . 変異 を導入 した 合成オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を用 い て組 み 替えP C R法を行い ,
目的の 変異を含 む cD N A断片を作成 し, さ ら に カ セ ッ ト変異法
に より元 の プ ラ ス ミ ドの 相当部分 と置き換え た
34)
. 月旦尺G遺伝
子534番目の Arg を Cys へ 変 える塩基置換 に つ い て は, 2組 の プ
ライ マ ー (H G U P P と H G 5 34A S お よ び H G 53 4S と H G L O W)(表
1)を用い , そ れぞ れ 531 bpと4 40 bpの ミ ス マ ッ チ を持 つ CDN A
断片 を作成 し た . 引 き続 い て , 2 つ の P CR産物を HGU P P と
H G L O Wを用 い て増幅 , 結合 させ た . 97 0 bp の P C R産物を
Ec oO 6 5Ⅰと Bgl II に より切 断 し , 野 性 塑 H E R GcD N Aの
且c 〃0 65Ⅰ一 物 ‖Ⅰ部位 と置き換え た . 月五だG遺伝子637番目の Glu
を Lys へ 変 え る 塩 基置換 に つ い て は , 1姐 の プ ラ イ マ
ー
田 G U PPと H G637 AS) (表 1)を用 い て840 bp の ミ ス マ ッ チ を持
っ cbN A断片を作成 した . 引 き続 い て P C R産物を EcoO 65Ⅰと
遺伝性QT延長症候群に お ける H E RG遺伝子変異
Tablel. O ligonucle otide prl me rSfor c o n stru cting R534Cand E 637K H E R Gm uta nt
Na m e Positio n




H G637 A S
1058-1 082
2049-2 0 28
1589-1 6 1 1
1 6 1 ト1 5 89
1923-1 895
Sequ e n ce
CCA G T G AC C GTG AG A TCATAG CAC C
G AAC TC C C GCAC C CGCAGC A T C
TG C G G C TGG T G工G C G T GGC G C G G
CC GC G C CAC G CAC A C CAGCC G CA
G GAG AAG ATCT TC TTT GAGT TG G T GT TG G
The mtltatedbases are underlin ed
鞄I II に より切断 し, 野性型H E R GcD N Aの Ec oO 6 5IrBgl II部位
と置き換えた .
野 性 塑 お よ び 変異 型 cD NA をⅣ扉 Ⅰ を 用 い て 切 断 し ,
m M ES S A G Em M A C H I N E T 7 Kit(Amb o n)の T 7 ポ リメ ラ ー ゼ
を用い て それ ぞ れ の cR N Aを合成 した .
7 . ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル で の 導入 遺伝子 の 発現
1)cR N Aの ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル 卵母細胞 へ の 注入
ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル (北日 本生物教材, 青森)を水中で低温麻
酔 し下 腹部 より卵巣を取り出して , Barth変法培養液 (m od 沌ed
Ba rth
'
s s olutio n, M B S) (8 7 Am M NaCl, 1 m M K Cl, 2.4 m M
NaH C O3, 10m M H E P E S, 0.8 2m M MgS O4
･ 7 H20, 0.66m M
NaN O｡,0.74mM CaC12 ･ 2 H20を10 N NaO H でpH 7.6 に調整 し
た も の) に 移し洗浄した . 鋭利 ピ ン セ ッ ト を用 い て 房を開け,
卵 母細胞 を1個ず つ 丁寧に取り出し た . 卵 母細胞 は Du m ont分
類 の Ⅴ ～ ⅤⅠ相 で , 動物極 と 植物極 の 境界 の 鮮明なも の を選 ん
だ.
Ro m a n o- Wa rd症候群 は常染色体優性遺伝形式 の LQT S であ
り, 一 方 の 対 立遺伝子 は 正常型月E だG, 他方 は 変異型月旦斤G で
あ る. 従 っ て , 野性型 H E R G単独 の cR N A(0.036ng/nl)と変異
型LtE R G単独 の cR N A(0.036ng/nl)に加え, 両者を等量混合し
た cR N A(0.072ng/ nl)を乾熱滅菌(2 00 ℃､ 2時間) し た ガ ラ ス
毛細管 を用い て 卵母細胞 に50nl/ 個ず つ 注 入 した . cR N Aを注
入 し た卵母細胞 を50/∠ g/ mlペ ニ シ リ ン
･ ス トレ プ トマ イ シ ン
を含 ん だ M BS に移 し, 16 ℃で3 【･1間培養 した .
2)電気生理学的ア ツ セ イ
卵母細胞 の 膜電流 を, 2本 の 電板を用 い た電位固揖去で増幅
器 仏x o cla mp2A, Ax o nIn stru m e ntS, Fo ste rCity, U SA)を用 い て
記録 し た . 2本 の 電極 (電流 を注入す る電極 と電位二を測定す る
電極) は , 3 M K Clで 充填 し, 抵抗 を0.5-2.O Mn と した ガ ラ ス
微 小電極(Gla s sIB B L) (W o rld Pr e cisio nIn stru m e ntS, Ne w
Ha v e n, US A) を川い た . 外液 は N D 96績衝液(96m M NaCl, 2
m M K Cl, 5 m M MgC12, 0.3 m M CaC12, 5 m M H E PESを含み ,
NaO Hで pⅢ 7.6 に調節 した もの) を川い て 室温(18 へ 20℃) で
測定 し た . 静止膜電位 が -4 0m V より深 い 卵母細胞 の み を用 い
た
.
コ ン ト ロ ー ル は HzO を注 入 し た卵母細胞 を用い た . そ の 膜電流
の 大き さは , 0.4 /ノ A以下 で リ
ー ク 電流と 変わ ら な か っ た .
デ ー タ の 収集お よ び 解析は , pCI A M Ps oftw ar e(v e rsio n5.5.1)
と DigiD A T A 1200 A/ D c o n v e rte r(Ax o nIn str u m e nts, Fo ste r
City, U S A)を用い て パ ー ソ ナ ル コ ン ピ ュ ー タ ー 上 で行 っ た . 測
定され た 末尾電流を, Delta Gr aph(E]本ポ ラ ロ イ ド, 東京)を 用




Fig. 2. Sche m e ofpredictedtopology ofII E R Ga nd lo c atio n s of
LQT S- a S S O Ciated m utatio n s. H E R Gc o n sits of 6putativ e
tra n s m e mbr an e segm e nts (S lto S6)a nd a po r e(P) regio n.
Clo s ed cir cle sindic ate theloc ations of LQT- a S S O Ciated
m utatio n sin thisstudy.
こ こ で , Ⅰは比末尾電流 を, Vlノ2 は1/2の 大きさ の 電流が 活性
化 され る の に必要な電位を, Vlは テ ス ト電位を, K はス ロ ー プ
フ ァ ク タ ー を示す .
成 績
Ⅰ. 月老兄G遺伝子解析結果
LQT S発端者1 06例 (男性4 0例, 女牲66例, 平均 QTc 時間
497m s) に 対 して 〃E 尺C遺伝 摘草析を行 っ た . そ の う ち, プラ
イ マ ー 対4I:1 0 R お よ び 6L-12 Rを梢 い て 行 っ た P C R-SS C P法に
お い て, 各々 1例ず つ 異常バ ン ドが認 め ら れ た. リlき続き直接
塩基配列決定法 に よ る変異の 同定を行 っ た と こ ろ , 〃E斤C遺伝
J
'
･S 4領域 お よ びS 5-S 6 リン か 内 の S 6近傍 に お い て ミ ス セ ン ス
変異が 同定 さ れ た (凶2). 前者ほ534番目の Arg, R をCys, C へ
変え る変異(R 534 C) で , 1998年Itoh ら
:瑚 によ っ て 報㍗ さ れ た変
異 と同じ であ っ た . 一一)j
-
, 後者は637番目の Glu, E をIJyS, K に
変え る変異(E637Iq で , 今まで に報告の ない 新 し い 遺 伝~r･ 変異
で あ っ た . 以 l､
~
に , そ れぞ れ の ミ ス セ ン ス 変異 の 臨床的特徴お
よ び電気生理学的特徴 に つ い て記述す る .
Ⅱ . 月丑R G遺伝子 R 5 3 4 C変異 の検討
1. 臨床像 の 検討
発端者 は28才 の 男性 で , こ れ ま で に 睡眠中に全身痙攣を伴
う意識障害 を2度認め た こと があ る . 安静 時心電図上QTc 時間
は0.49 秒 と延長 して い た (図3). ま た, ト レ ッ ドミ ル 運動負荷
に て 心拍数 は19 1拍/ 分まで 上 昇 し, 負荷後 の 回復期 にQTc時
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間 の さ ら なる 延長を認 め た (図4). なお, 聴 九 血清電解質は
とも に正 常 で あっ た . 先天 性QT延長症候群の 診断基準 の ス コ
ア は 合計5点で , 確診例 と考え ら れ た . 発端者の 一 卵性双生 児
で ある兄と 母親 にもQTc時間の 延長 が認め ら れ た (図3) が , 両
者と も失神の 既往は認め な か っ た . なお , 一 卵性双生 児 の 兄と
母親の LQT Sス コ ア は そ れ ぞ れ5点お よ び 4点で い ずれ も診断
Pr oba nd T win br other
II
確実と 考えら れ た .
2. 月E 尺G遺伝子解析 の 結果
プ ライ マ ー 4 LrlO Rを用 い て 行 っ たP C R･S S CP法 に お い て , 発
端者, 一 卵性双生 児 で ある 兄, 母親 にお い て 異常 バ ン ドが検出
さ れ た (図5 A). 引 き続 い て 直接塩基配列決定法 に よ る遺伝子
変異配列を決定 した と こ ろ , 異常 バ ン ドが認 め られ た3人に お
Elde rbr ode r
l 】 ｣..1 1: l
斬冊脛廿卜十-Jl
Fig. 3. Ele ctro c a rdiogr a m sOe adsII, NF,V,, VJh
･
O mtheLQT S 血mily m e mber s. Ⅵ1 eprOb and,hiside ntic altwin br othe r, and his m other
hadQTcinte rv als of O.49, 0.51and O.47s e c, re Spe Ctiv ely.
r
m e QTcintervals ofthe 払the r a nd elde rbrother of the proba nd w e rewithin
n o r mal 1im ts . Scalebar S ar eillu str ated in ele ctr o c ardiogra m s.
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Fig. 5. M utatio n a n alysis. 仏)The pedigr e e and P C R-Single stra nd c o nfo r m atio n alpolym orphis m(P C R
･S S C P)an alys e s u sing prim e rpair
4 L lO R. n ebars alo ngthe rightsideindic atethe c o ntroIpatte rn. T he aber ra ntc o nfo r m e rinI-2,II-2, and II-3 isindic ated by a n arro w･
The a ste risk(*)in the pedigr eeindic ate sthe pr oband. T he squ a re(口)a ndthe circle (○)in the pedigr e eindicate m ale and fe male,
r e spe ctiv ely. I,II,indicatege n e ratio n s. Half･Closed squ ar e S(CL)indic ate affected m ale, and halBclo s ed cir cle (0 )indicate saffe cted
fe m ale. B. D N Asequ e n c e an alysis ofabe rra ntc o nfo r m e rs re v e als a n u cle otide s ubstitutio nin the pr oba nd, his m othe r, a nd his twin
brother. Tra n sitio n o c cu rsinthe fou rth m e mbra n e- Spa n ningdo m ain oftheH E R Gprotein,1e adingto amissen se m utation･
B I C
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Fig. 6. Voltage
-depe nde nta ctiv atio n ofe xpr e s s ed c u l
-
re ntSin o ocytesinje cted with wildtype(W T)cR N A, R 534 CcR N A, a nd a
c o mbin atio n of W TcR N Aa nd R534 CcR N A. (んC)Expre s s edc u rr e ntsin o o cyte sinjected with l.8ng W TcR N A(W T l･8) (朗, 1･8ng
R534 CcR N A(R534
.
C l.8) (B),1･8ng W TcR N Aa nd l･8ng R534CcR N A(R534 C/W T) (C)･ Depola rizingte stpulse sw ere ap plied 血
●
O m a
holding pote ntialof -60mV to v arious potentials betw e e n-8 0mV a nd +50m V in lOmV in c re m e ntsfo r3 s e c o nds,follo w ed by
hype rpola rizingpuls eto -60mV fo r6s. n e voltage proto c olisillu strated inthein s etin pa n el ㈱ ･(D)Cu rrentヤ01tage(Ⅰ-V)relatio n ships
fo rpe ak cu rre nts r e?Ordeddu ringdepolarizing pulse sin o ocyte side cted:軋 W T l･8(n
=9):●, R534 C l･8(n=8):□･R 534 C/W T(n=10)■(E)
INrelatio n shipsfo r amplitudes oftai1c u rrentsin o ocyte sinjected: d, W T l.8(n=8); ●, R534 C l･8(n;8); ロ, R534 C/W T(n=10)･ (F)
No r maliz ed IN relationshipsfo r amplitude s oftailcu rre ntsin o o cyte sinje cted:t, W T l.8(n=8);●, R534 C l･8(n =7);□, R534 C/W T
(n=10). Amplitude s oftailcur re nts a s afun ctio n of thetestpote ntials w e re触 edto aBoltz m a n nfun ctio n asde sc ribed in Methods･
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い て H E R G遺伝子S 4領域 の 534番目 の Arg を コ ー ドす る C G C
か らCysを コ ー ドす る T G Cへ の 変異が 認め ら れ た (囲5B)･ 変
異 した T の バ ン ドと 正 常 な C の バ ン ドは 共存 し て お り, 変異
Arg534 Cys の ヘ テ ロ壕 合体 で あ っ た .
3. 電気生 理 学的検討
1)発現電施の 定量的検討
図6の A ～ C に, CR N Aを卵母細胞 に注 入 して 記録 し た 代表
的な発現電流 を示す. 注入 した c M は い ずれ も1.8ng で あ る
[A, 野性型 匝ildtype, W T) (W T l.8);B, R534C(R534 C l･8);C,
両者を等量混合 した cR N A(R534 C/W T) であ る.]. A の W T に
お い て は, 野性型 H ERG電流 は ピ
ー ク電流 に引き続い て 大き な
末尾電流が記録 され た . ピ ー ク電流 は電位依存的に大きくな っ
た が, テ ス ト電位が-10mV を超える と逆 に小さく な っ た . 一 方 ,
末尾電流は電位依存的 に大きくな っ た . Bの R534 C におい て は ,
単独で も発現電流 が記録さ れ て おり, 機能的なチ ャ ネル が 形成
さ れ て い る こ と が 示唆 さ れ た. Cの R534 C/ W T に おい て は ､
発現電流の 大き さ は野性型単独 と ほぼ 同じであ っ た が , 末尾電
流の 曲線 の 傾きが 野性型と比べ て急峻であ っ た.
図6 D にW T l.8, R534 C l.8, R534C/W Tの 脱分極中の ピ ー
ク 電流の 電流⊥電圧曲線を示す. 電流値 は -10m V付近 で貴大 と
なり , それ より プ ラス 側で は減少する内向き整流性を里 して い






























図6 Eに , W T l,8, R534 C l.8, R 534C/ W Tの各テ ス ト電位
に対す る末尾電流 の 大き さを プ ロ ッ ト した グ ラ フ を示す. -60
血Ⅴの の ち +20m V の 脱分極テ ス トパ ル ス を与え た時 に測定 され
た 末尾電流 の 大き さ は , W T l.8 が 1 04 5士 1 2 9nA (n=8) ,
R 534 C l.8 が 205 ±25nA (n=1 0), R534 C/ W T が1 045.3±126
nA(n=8)で あ っ た . こ の よう に , R534 C変異は野性型 H E RGチ
ャ ネル の 機能(電流値)を優性阻害的に は抑制 しなか っ た .
2) キネテ イ ク ス の 検討
図6 F に, 各テ ス ト電位 に対す る末尾電流 の 相対的な大きさ
を プ ロ ッ ト し た グ ラ フ を 示す . 比 電 流 が 1/2 に達す る電位
Ⅳ1′2)は , W T l.8 が-20.5 ±3.1 m V(n=8), R534 C/W T が-27.1±
1.3 mV(n=7), R 534 C l.8 が-36.0± 2.8 血Ⅴ(n=10)で あ っ た . ス
ロ ー プフ ァ ク タ ー (K) は , W T l.8 が 8.0士 0.9 m V (n=8),
R534 C/W T が 7.8 ±0.9rh V(n=7) , R534 C l.8が6.2± 1.1 m V
(n=10)で あ っ た . R 534 C l.8 と R534 C/W Tの Vl,2は , W T l.8と
比較 して有意に陰性電位 に シ フ ト (p<0.01, R 534 Cl,8, R 534C/
W Tve rs u sW T l.8) し, R534 C l.8の K はW T l.8 に比 して 有意
に低下 (p<0.01, R 534 Cl.8v er su sW T l.8) して い た . 以 上 の よう
に, R534C変異 は H E R G チャ ネ ル の 活性化 の 電位依存性 に影響
を与えて い た .
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Fig. 7. De a ctiv atio ntim e c o u rs e of xpr･eS S edc u rr e ntsin o o cyte sinje cted wi th W T l.8, R534 C l.8 and R534 C/W T. A c o ndito ning puls e
to +O m V for3 s fro m aholdingpotenti alof
-60mV w as ap plied,follo w ed by v ario u ste stpulse sbetw e e n
-120m V a nd +40mVin lOm V
in c re m e ntsfo r6s . T be v oltagepr oto c ol isillu strated in thein setin pan el仏). 仏一C)Repre s e ntativ e c u rre nt tra ce s are tho se打o m o o cyte s
iIje cted with W T l.5(朗, wi dl R534 C(B)a nd wi th R534 C/W T(). De a ctiv atio ntim e c o n stantS W e r e m e a S u red by丘ttingde a ctiv ating
c u rre ntsdu ringte st pulse sbetw e e n-80a nd -4 0m V wi th do uble expo n e ntials. (D)Fa st and(E) slo w co mpon e nts of de a ctiv atio ntim e
c o n sta nts a s afun ctio n oftestpote ntials. ), W T l.8 (n=6);●, R534 C l.8(nニ9); □, W T/R534 C(n=6). ★p<0.05, R534 C l.8, R534 C/W T
v e rs u sW T l.8.
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次 に脱分極 パ ル ス の あと 長い 過分極 パ ル ス を 与え, 脱活性化 1.8 と R534 C/W Tの 2種類の 時定数は , W T l.8の 呼起数と比較
の 経過 を検討した (図7 A～ C). テ ス ト パ ル ス 中 の 脱活性化電 して 有意 に小 b<0.05, R534C l.8,R 534C/W Tv er $u SW T l.8)で
流 は2成分の 指数関数 に よく 一 致 し, そ れ ぞれ の 指 数関数より あ っ た (図7 D, E). こ の よう に, R534C変異 は H E R G チャ ネル






Fig. 8. To r s ade de pointe s(T d P) a nd 1 2-1e ad EC Gofthe pr oba nd, (A) Co ntin u o u str a c e s of E C Gm o nito ring du ring
ele ctr o e n cephalogr a m re c o rding. 恥pic al 鎚atu r e s of Td Pa re s e e nin30se c o nds.(B)Twelv e-1e ad E C Gsho w $ a m arkedlypr olo ngedQTc
(0.61s)withn otched Tw av e s. Sc alebarS areillu strated in ele ctr o c ardiogra m s･
A 仔e ctedpatie nts
Fig. 9. Mutatio n a n alysis.(瑚D N As equ e n c e a n alysisinthe pr oba nd. Tra n sitio n o cc u r sin theS5-S6 1inker ofthe H E R Gpr otein,1eading
to a mis s e n s e m utatio n. (B)T he pedigre e and r e sult of P C R- re Strictio nh
･
agm entle ngth polym o rphis m(P C R- F LP) a n alysis･ T he
a ste risk(*)in the pedigre eindic ate sthe pr oba nd. The squ ar e(□)a ndthe circle (○)in the pedigr e eindic ate m ale and fe m ale,
re spe ctiv ely. I,Ⅰ ,ⅠⅠⅠin dic ate gen e ratio n s. Halfclo s ed( 膿)squ are a ndhal鼻clo s edcircle s( 0 )indic atehete ro zygo u s m ale a nd fe m ale
patie nts with Glu637Lys m utatio nin the H E R G, re Spe Ctively･ Dige stion ofthe P C Rpr odu cts with 7% H B8Ige n e ratespolym o rphic
re strictio nfragm e nts of 79 bp and/or60 bp. Al of theindividuals with Glu637Iys m utatio n sho wboth 79 bpa nd 60 bp血
･
agm e ntS wi1ich
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Fig. 10. Voltage
-depe nde nta ctiv atio n ofe xpr e s s ed c u rr e ntsin o o cyte sinje cted with wildtype (W¶ cR N A, E 637 KcR N A, a nd a
C O mbin atio n of W TcR N Aand E637 KcR N A(んC)Expr e ss ed c u rre ntsin o o cyte sinje cted with l.8 ng W TcR N A(W T l.8; A), 1.8ng
E 637 KcR N A(E637 K l.8;B), 1.8 ng W TcR N Aand l.8ng E 637 KcR N A(E 637 K/W r;C). Depolarizingte st pulse s w e r e ap plied fro m a
holding pote ntial of -6 0mV to v a rio u spote ntials betw e e n-80m V a nd +50m V in lOm V in c re m e ntsfo r3 s e c o nds, follo w ed by
hype rpolarizingpulseto -60mV fo r6s. The v oltage pr oto c olisillu str ated in thein setin pa n el(朗. の)Cu r re ntqv oltage(I-V)relatio n ships
fo rpe ak cu rr e nts r e c o rded duringdepolarizing pulse sin o o cyte sirtie cted: ■, W T l.8(n=7);● , E637 K l.8(n=7); 口, E63 7K/W T(n=7);
○, W ate r(n=6). 但)I Nr elatio n shipsfo r a mplitude s oftailc u rr e ntsin o o cyte sinje cted: T, W T l.8(n=8); □, E637 K/W T(n=6). (F)
No r malized I Nr elatio n shipsfor a mplitude softai1cu rrentsin oo cyte sinje cted: □, WT l.8(n=8);P,E 637 K/WT(n=6). Amplitudes oftail
C ur re ntS aS afunction ofthetestpotenti als w e reBtted to aBoltz m an nfun ctio n asdescribed in M ethods.
∬ . 月丑R G遺伝子 E 6 3 7 K変異の検討
1. 臨床像の 検討
発端者 は32才 の 女性で 中学生より安静時に意識消失を認 め て
お り, 精神科 に てて んか んと 診断さ れ て投薬治療が行 わ れ て い
た . 32才時, 脳波測定中の 心電図モ ニ タ ー で多形性心室頻拍 が
認 め ら れ (図8 A), 胸 部不快感 が出現 した . 安 静時心電図上
QTc時間は0.61秒と 延長 して おり, 胸部誘導の T波 に ノ ッ チ を
認め た (閻8 B). な お , 聴力 , 血 清電解質は と もに正常 であ っ
た . 先 天性 QT 延長症候群 の 診断基準 の ス コ ア は 合計8点 で ,
診断確実と考えられ た. 発端者の 父親と娘の 心電図に お い て も
QTc時間 の 延長 が認 め られ たが , 失神 の 既往は認め な か っ た .
な お , 父親 と娘 の LQT Sス コ ア は そ れ ぞ れ4点 お よ び 5点 で ,
い ずれ も診断確実と考え られ た .
2. HER G遺伝子解析 の 結果
プラ イ マ ー 6IJ ･12Rを用い て 行 っ たP C R･S S C P法 にお い て ,
端者, 父親, 娘 に異常 バ ン ドが 検出 された . 引き続 い て 直接塩
基配列決定法 に よ る遺伝子変異配列を決定 した と こ ろ , 異常 バ
ン ドが 認め られ た3人に お い て ガ且斤G遺伝子S5-S 6リ ン か 内 の
S 6近傍 の 637番目の Glu を コ ー ドする G A Gか らⅠぜSを コ ー ドす
るA A Gへ の 変異が 認め られ た (図9 A). 変異 した Aの バ ン ドと
正常なG の バ ン ドは 共存して お り, 変異 Glu 63 7bs の ヘ テ ロ
接 合体であ っ た . こ の 変異は こ れまで に報告 され て い な い 新 し
い ミス セ ン ス 変異で あ っ た .
プ ライ マ ー 6L MCr C T C T C C C A AC A C C A A C T C G) と12 Rの 組
み 合わ せ に よ る P C R産物(79 bp)は , 遺伝子変異 Glu 637 I.ysが
あ る場合 の み制限酵素7Yh H B 8I に より60 bp と19 bpに 切断さ
れ る . 図9 B に発端者 の 家系図 と P C R- F L P法 に よ る変異 の 確
認結果 を示 し た . 発端者 を 含め て 3名 に 正常 バ ン ドと切断さ れ
た バ ン ドの 両方が 認 め ら れ , い ずれ も変異 Glu 637 Lysの ヘ テ
ロ 接合体である こ と が 確認 さ れ た .
3. 電気生理学的検討
1) 発現電流の 定量的検討
図10の A ､ C に , CR N A を卵母細胞 に注人 し て 記録 した 代表
的な発現電流 を示す . 注入 した cR N A はい ずれ も1.8 ng で ある
[A, 野性 型(W T l.8);B, E637 K任637 K l.8);C 両者 を等量混合
し た cR N A(E 637 K/ W T) で ある .]. E 637 KcR N Aを1.8 か ら9
Ⅲg まで 注入 した 卵母細胞 に お け る発現電流値 は , H20 を注 入 し
た卵母細胞 の 発現電流値と変わ らず(図10 B, D), 変異単独 で は
機能的な チ ャ ネル を形成 しない と考えら れ た . ま た , E 637 K/
W Tの 発現電流値 は, W T l.8の 発現電流値 と比 べ て 大きく抑制
さ れ て い た .
図10 D に , W T l.8, E 637 K l.8, E 637 K/W Tそ して H20の
脱分極中 の ピ ー ク電流 の 電流一電圧 曲線を示す.
図10 E に, W T l.8 と E637 K/ W Tの 末尾電流 の 大きさを プ ロ
ッ ト した グ ラ フ を示す. -60Il】Ⅴ の の ち十2 0 血Ⅴの 脱分極 テ ス ト
パ ル ス を与えた時 に測定 さ れ た 末尾電流 の 大きさ は , W T l.8
が2091 ±216nA (n=8), E 637 K/W T が 466± 51nA (n=6) で あ
っ たこ こ の よう に , E 637 K変異 は野性型 H E R G チャ ネル の 機能
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を優性阻害的 に抑制 して い た .
2)両チ ャ ネ ル の 電位依存性
国10 F に, 各テ ス ト電位 に対する末尾電流 の 相対的な大きさ
を プ ロ ッ ト し た グ ラ フ を 示す . 比 電流が1/2 に達す る電位
(Ⅴ.,2) は , W T l.8 が-21.1± 3.4 mV (n=8), E 637 K/ W T が-
20.4± 2.1 m V(n=6) で あ っ た . ス ロ ー プ フ ァ ク ク ー (E) は,
W Tl.8 が9.1±0.59m V(n=8), E6 37K/ W Tが 6.9 士0.65 m V
(n=6) で あ っ た . E637 K/ W T の Vl/2 はW T と ほ ぼ同 じ値であ っ
た が , E 6 37 K/ W Tの K は W T に比 べ て 有意 に小 (p<0.01,
E 637 K/W Tv er su sW T l.8)で あ っ た .
考 察
近年 の 遺伝子連鎖解析の 急速な進歩 に よ り, 遺伝性QT延長
症候群 の 複数の 家系に お い て , 心筋イ オ ン チ ャ ネル を コ ー ドす
る遺伝子異常 が同定 され た . 現在まで に 同定さ れ た 遺伝子 は ,
心 筋 の 電 位依存性 K チャ ネ ル の サ ブ ユ ニ ッ トを コ ー ドす る





加 15)と心筋 の 電位依存性 Na
チ ャ ネル の サ ブ ユ ニ ッ トを コ ー ドす る5 α＼蒔A12)で ある . 本研 究
で は , 特 に且E だC遺伝子 の 異常 に よ る 遺伝性QT延長症候群の
臨床的特徴 と変異遺伝子の 発現産物である K チャ ネル の 電流特
性 に つ い て検討 した .
Ⅰ . 月丑 R G遺伝子変異 に よ る遺伝性QT延長症候群の臨床的
特徴
遺伝性QT延長症候群で は特徴的な心電図所見を示す. すな
わち , QTc時 間の 延長 (男性4 50ミリ 秒以 上 , 女性4 60ミリ 秒
以 上), 多形性心室頻拍
38)
, T彼 の 交代現象 珊 , ノ ッ チ を有す る
T波 38), 年齢 に比 し相対的な徐脈こ期 , 1.2秒 以 上 の 洞停止
`l11)
, 運
動 時の QTcの 異常反応 射卜 42)な どで あ る. こ の うちT波形態, 運
動時QT時間の 反応 に つ い て , 遺 伝子型別 に比 較検討 し た報告
があ る . 1 995年, Mo ssら
- 9)は各遺伝子型 に特徴的なT波形態
を報告 し, LQTl で は幅広 い T波, LQT 2 で はノ ッ チ を伴う平低
丁波, LQT 3 で はS T部分の 長い T波が 特徴的である と し た. ま
た , 19 99年Sw a nら
`12)はLQTl とLQT 2患者 に村 して 運動負荷試
験 を行 い , QT時 間の 変化お よ び運動負荷 に対す る心拍数の 反
応 に つ い て 検討 し た. 彼 らの 報 告に よ る と, 運 動負荷 に よ っ て
短縮するQT時間の 程度は LQTl に比べ LQT2 で より大きく, 運
動負荷 に対する心拍数の 増加 の 程度 は LQTl で有意 に小 さ か っ
た . ま た , 運 動負荷後 の 回複期 に延長す るQT時間 の 程度 は
LQTl と LQT 2 は とも に コ ン ト ロ ー ル に比 べ て 大きく , 特 に
LQT l に おい て 著明 で あ っ た . 本研究の 対象患者の 心電図 を検
討 して み る と, R 534 C と E 637 Kの 安静時心電I茎l で は ともに ノ ッ
チ が 認め られ て お り, こ の 点 はL Q T2 に特徴的 な所見と い え る .
また , R5 34 Cの 運動負荷心電図で は最大心拍数191相/ 分と負
荷 に対 して~1_E常 な心拍数 の 増加が認め られ , 回復期 にQT 時間
の 延長が認め られ た こ と は LQT 2 に特徴的 な所見と い え る.
LQT S は T d P や心室細動 を引き起 こ し, 失神発作 や突然死 の
原因と な る疾患で ある. 遺伝子型 に よりT d P や失神発作 の 誘因
が異 な る と い う報告
2t}卜 22)も な され て い る . LQT l患者で は 運動
中や直後, 精神的ス ･ト レ ス が Td P, 失神発作 の 誘因と さ れ , 特
に水泳中の 心事故が多い . そ れ に対 して LQT 2患者 は, 夜 間睡
眠中に聴覚刺激 (目覚ま し時計､ 電話 の ベ ル ､ サ イ レ ン な ど)
で 覚醒したとき に発作が多い の が特徴であ る. LQT3患者で は ,
発作 は夜間睡眠中や安静時に多く , 徐脱 が 増悪因子 である . 本
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研究の 2症例の うちR 534 C症例は睡眠時に , また E637 K症例 は
安静時 にT d P, 失神発作が出現 して い た . と もに , 聴覚刺激 に
よ る急激な交感神経緊張 によ っ て発 作が 出現 し た 可 能性 が高
く, こ れ まで の 報告 と合致する .
遺 伝 型 と 表現塑 の 関連性 に つ い て , 1 99 9年Prio ri らd3)は
LQT Sの 疾 患浸透率が低い こ とを報告 し た. すな わち, 遺伝子
異常 が同定され た 発端者お よ びそ の 家族20人の 中で 臨床的 に
QT延長症候群と診断 され た患者は5人で あり , 疾 患浸透率 は
25 % であ っ た . そ れ に射 し , 本研 究 に おけ る R 53 4 C お よ び
E 637 Kの 疾患浸透率 はとも に100 % と高率であ っ た .
R534 C変異が認め ら れ た症例は ､ 一 卵性双生児であ っ た｡ 一
卵性双生 児 の LQT S患者に関す る報告 相 川 は い く つ か あり ､ そ
の 中で ､ Ru ss ell ら47)が ､ KuLQTl遺伝子変異を認め た 一 卵性双
生 児を報告 して い る. しか し､ 月E 斤C遺伝子変異に つ い て は こ
れ まで 報告 はなく ､ 我 々 の 症例が初 め て の 報告と 考えら れ る｡
Ⅰ . 月正妃G遺伝子変異の電流特性
心筋細胞 に は多く の イ オ ン チ ャ ネル が存在 し, そ れ を介する
イ オ ン 電流 に よ っ て心筋活動竃位 が形成 さ れ る, 心筋活動電位
の 持耗時間(a ctio npote ntial du r atio n,
･
A P D) ほ心電図の QT時間
に反映 され , 再分極を起 こ す外向き電流が減少す るか , ある い
は 脱分極を維持す る内向き電流 が増加すれ ば A P D は延長 して
QT時間は延長する と 考えら れ る. 本研究 の 対象である 月E 虎G
遺伝子 は , g C ⅣE2遺伝子 と会合 し てIErチ ャ ネ ル を形成す る .
ⅠⅠくrチ ャ ネ ル は心筋活動電位再分極相 (第3相) に お ける大きな外
向き電流に関与 し, A P D を規定す る最も重要なチ ャ ネ ル の ひと
つ で ある . 従 っ て , 月 甜 G遺伝子の 異常 に よりⅠⅠむが ど の よ うに
変化する か を電気生理学的 に検討する こ と は 重要 であ る. 本研
究 で は , ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル の 卵 母細胞発現系を月ヨい て発現寛
厳を行 っ た . ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル の 卵 母細胞 は , 外 来性 の
m R N Aを効率良く正確 に タ ン パ ク 質に翻訳する有用 な生 体系で
ある
L18)
. また , 卵母細胞の 直径は1 m mを超え, m R N Aの 注入
お よ び 細胞内記録が容易 な ため 遺伝子 の 発現系と して広く用い
ら れ て い る. 本研究で ほ, 月E斤G遺伝子 の cRN Aを発現さ せ て
そ の 電流特性 を検討 した , H E R G霞流 と固有の K チャ ネ ル で あ
るIEFは 厳密 に は 異な る電流であるが , 両者の 電位依存性活性化
や内向き整流性 はきわ め て類似 して おり , E E R G電流はⅠⅠくr を 十
分 に 反映す る もの と 考えら れ る , 1 996年, Sanguin etti ら■1" は,
〃E ガG遺伝r･ の 変異 に つ い てア フ リ カ ツ メ ガ エ ル 卵母細胞党規
系を用 い て 電気生 理 学的特性 を検討 し た . 〃E βG遺伝子S 5領
域の ミ ス セ ン ス 変異A 5 61 V お よ び ポア 領域の ミ ス セ ン ス 変異
G 62 8S では 単独 で は発現 電流は記録 さ れな か っ たの に対 し, S 2
領域 の ミ ス セ ン ス 変 異 N 470 D で は単独でも発現電流が記録 さ
れ た . ま た, 野性 型cR N A と A 561 Vあ る い は G 628Sの cR N Aを
等量混合注 人 し て 発 現 させ た 電流の 大きさ は , 野性 型 H E R G
cR N Aを単独で注人 した 発現電流値 に比 べ て有意 に小 さく, 優
性的阻害 をきた し た . 一 方N 470 D は, 発現 電流の 抑制の 程度
が小 さく, 明 らか な優性的阻害 はき た さなか っ た . 優性的阻害
と は , 野性 型cR N A と変異型 cR N Aを等量ず つ 卵母細胞 に注入
した 発現電流 の 大きさが 正 常遺伝子ホ モ 接合体の 1/2より は る
か に小 さくな っ て しまう こ と で, ミス セ ン ス 変異に お い て多く
認め られ る様式であ る. その メ カ ニ ズ ム は, 以 下の よう に説明
され る . H ER Gチ ャ ネル は4つ の サ ブ ユ ニ ッ ト (4量体) に より
構成 さ れ る が , ミ ス セ ン ス 変異で は通常 ア ミ ノ 酸1個 の 置操を
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も た らすに すぎず, 変異 サ ブ ユ ニ ッ ト蛋白の 立体構造変化 は軽
微 で野性型サ ブ ユ ニ ッ トと 会合しう る. 正 常型サ ブ ユ ニ ッ トと
変異型サ ブ ユ ニ ッ トが 異種4量体を構成す る場合, 両者が ラ ン
ダム に会合するなら ば 正 常型サ ブ ユ ニ ッ トだ けか ら構成 さ れ る
チ ャ ネル の 出現確率は1/16 であり, 残りの 15/16の チ ャネ ル に
は 少なくとも1 つ の 変異塑サ ブ ユ ニ ッ トが 加わ る ･ 異種4量体
の なか で変異型サ ブ ユ ニ ッ トは 正常塾サ ブ ユ ニ ッ トの 機 能を抑
制する た め , チ ャ ネル 機能は 正常遺伝子 ホモ 接合体の 1/2以 下
となる . 正常型サ ブ ユ ニ ッ トの 機 能を抑制する程度は変異部位
に より異なる と考え られ , 変異部位 に よ っ て 臨床像 ･ 重 症度が
異なる こ とが 予想さ れ る . 月E 斤G遺伝子変異 は現在まで に84種
類が報告5n)され てい るが , す べ て の 遺伝子変異 に対 して そ の 遺
伝子産物の 電流特性が計測さ れて は い ない . そ こ で 本研究で は,
H E R G遺伝子S4領域 お よび S4-S 5T) ン か 内の S 6近傍 に お い て
同定 され た ミ ス セ ン ス 変異 に対 し, ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル 卵母細
胞発現系を用 い て 電気生理学的特性 を検討 し た.
1)R534C変異の 電気生理学的特徴
電位依存性 K+チ ャ ネ ル の S 4領域 に は 正電荷を有す る塩基性
ア ミ ノ酸が 3残基 ごと に並ぶ特徴的な構造が認め られ, こ の 領
域 は電位 セ ン サ ー と して 機能 して い る場所 と考えら れ て い る .
Shake rK
･
チ ャ ネル の S 4領域 の 7つ の 塩 基性 ア ミ ノ酸に変異を
導入 し, チ ャ ネル の 電位依存性活性化 に つ い て検 討 し た報告
51)
に よれ ば, 7つ の 塩基性 ア ミ ノ酸がすべ て 等 しくゲ ー ト電 流 に
関 わ っ て い る わ けで は な か っ た . そ の 後 の 研 究
52)
に よ り ,
Shake rK
･ チ ャ ネ)t/ にお い て はS 2領域の 293番目 の Glu とS 4領
域 の 365番臥 368番目お よ び371番目 の それ ぞれ の Argが ゲ ー
ト電流 に大きく関与 して い る こ と が報告され た. こ の S bake r
貯 チ ャ ネル の 3 71番目 の Argは , 本研究 で遺伝子変異 が認 め ら
れ た H E R G チャ ネル の 5 34番目の Arg に相当す る . こ の よ うに ,
H E R G チャ ネ)t/534番目の Arg は, 膜電位 の 変化を感知 して チ
ャ ネル を活性化させ る電位セ ン サ ー と して 主要な役割 を有 して
い る と 考え られ る . 本研 究 の 電気生理学的検討 に お い て も,
R534 Cの チ ャ ネ 叫副生化曲線 は野性型と比較 して有意 に負電位
側 に シ フ ト し, チ ャ ネ ル 脱活性化速度 は促進 して お り, 電位依
存性活性化の 促進お よ び脱活性化 の 促進が確認 され た .
R 534 C変異 に よ る 日E R G チャ ネ ル の 抑 制の メ カ ニ ズ ム と し
て , い く つ か の 要因が考え られ た . R534C変異 によ っ て 抑制さ
れ る発現電流の 大きさ の 程度は著 しい と は い えず, 他 の ミ ス セ
ン ス 変異の多くで認め られ る優性的阻害を認めな か っ た . 従 っ
て , チ ャ ネ ル を抑制す る他 の 要因 が存在す る と 考え ら れ ,
R534 C変異 に よ る キ ネテ イ ク ス の 変化 につ い て検 討 し た結果,
前述 した よう に R534 C変異の チ ャ ネ ル 活性化曲線の負電位側 へ
の シ フ トと 脱活性化 の 促進 が認 め られ た . 前者は 脱分極時の 定
常電流 を外向きの 方向に促 し, 後者 は再分極中の 外向き電流 を
減少 させ る方向に働く . すなわち , キネ テ イ ク ス の 変化 の うち
A P Dを延長させ る 要因と して考え られる の は脱活性化 の 促進 の
み で あり, 活性 化の 促進 はむ しろ A P Dを短縮す る要因と な る
可能性があ る. た だ し, H E R Gチ ャネ ル は活性化 に比 べ て不活
性化 がきわめ て 速 い た め, 脱分極中は多く の チ ャ ネ ル が不活性
化状態 にあり, チ ャ ネ ル 悟性化の 促進 が A P D に与え る影響 は
そ れ程大きい もの で は ない と考えら れ る . 山 方 , 活動電位第3
相で流れ る大きな外向き電流 は心筋の再分極に大きく寄与 し て
い る と 考え られ , 脱活 性化 の 促進 が A P D に与える影響 は大き
い と考え られ る . こ の よ う に, R534 C変異に よ る H E R G電流 は ,
チ ャ ネ ル の 脱活性化の 促進が加 わ る こ と に よ っ て 大きく抑制さ
れ る と考え ら れた .
2)E6 37 K変異 の 電気生 理学的特徴
E 637 K変異 に よ っ て 発現さ れ た電流 は著 しく抑制 さ れ, 優性
的阻害が認 め ら れ た . 月E 斤G遺伝子 の 637番目 の グル タ ミ ン酸
は , イ オ ン透過孔(ポ ア)の 細胞外 口 の 外側
53)に存在 し, 種を通
じて よく保存さ れ て い る ア ミ ノ 酸で ある . また ､ 最 近 になり ,
S5 お よびS6領域近傍 の ア ミ ノ 酸残基間の 水素結合が , チ ヤ ネ
ル 開口 状態の 安定化 に寄与 して い る こ とが 明ら か に な っ た 別)55)
すな わち , 本研究 に お い て遺伝子変異を認め た6 37番目の Glu
はチ ャ ネ ル 開口状態 の 安定化 に重要な役割を果 た して い る と考
えられ , E63 7K変異 に よ っ て ア ミ ノ 酸残基の 荷電状態が変化 し,
分子 間相互作用 が阻害 さ れ た 結果 チ ャ ネ ル が 機能 し なく な り,
H E R G竃流 が抑制 さ れ た と 考え られ た.
結 論
日本人LQT S患者 に お い て , 遺伝子 H E R G変異をP C R-SS C P
法, 直接塩基配列決定法お よ び P C R-R F L P法 を月ヨい て 検索 し ,
さ ら にア フ リ カ ツ メ ガ エ ル 卵母細胞系を用い て 月E 尺G遺伝子産
物 の 電流特性を検討 しゼ以 下 の 結果を得 た .
1 . 1家系3名 に お い て , 脚 G遺 伝子S4領域53 4番目の ア
ミ ノ 酸Arg を コ
ー ドす る コ ドン C G C が Cys をコ ー ドす る コ ドン
T G Cへ と変 化す る変異Arg534 Cysを検出 した . 遺伝子変異を認
め た 3 人 とも臨床的 に LQTS と 診断 さ れ た . R 5 34 C変異 は ,
H E R G電流 を多少抑制す る と と も に H E R G チャ ネル の 脱活性化
を促進 させ て い た .
2. 1 家系3名 にお い て , 月E 斤G遺伝子S 5-S6 リン カ ー 内S6近
傍 の 637番目 の ア ミ ノ 酸 Glu を コ ー ドする コ ドン G A G が Lysを
コ ー ドする コ ド ン A A Gへ と 変化する変異 Glu637Ⅰ才 Sを検出 し
た
.
こ の 変異は こ れ ま で に報告がなく, 新変異 で あ っ た . 遺伝
子変異を認 め た 3 人 とも臨床的 に LQTSと診断 さ れ た . E 63 7 K
は, 優性的阻害をき た し, B E R G電流 を著 しく抑制 し た.
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Key w ords long QT syndr o me, hu m an ethe l･ - a -gO -gO - r elated gen e, POtaS Siu m cha n n el, ge n em utatio n, do min a nt
n egativ e s uppre sio n
A bstra ct
Long
-QTsyndro m e(LQT S)is a cardio v as c ulardiso rder characteriz ed by aprolongedQT inter v alon the su rface ECG and
C a uSeS SynCOPe a nd s ud den de ath asa r e s ult ofto rs ade depo ln teS and v ent ricula rfibrillation ･ Tw o m 往10r Clinicalsyndro m e s
ha v ebe e n cha ra cte rized based o nthepatte rn oftra n smissio n of the disea se: am Ore C O mO n au t OS Om al do minantform witha
Pu reGa rdiacpheno ty pe (Rom an o- W a rd)and a r a re a ut os orn al rec e s sivefor m chara c te rized by the c oe xistence ofca rdiac
abno r m alitesa nd c o ngenital deafn e s s(Jerve11and La nge -Nielsen)･ Five dise as egene shave be e niden ti ned. K VLQTl, H E R G,
KCN E l･ a nd K C N E2e nc ode pota ssiu m cha n n els ubunits, a nd S CN 5 Aen codes the ca rdiac s odiu m chann el･ In this study, W e
de s c ribed tw o missense m utatio ns ofthe H E R Gchan n el fo und in Japa n e se families affe cted bylong- QT syndr ome and
Charac te riz ed the electrophysiologlCalpropertie s ofthes e m ut atio n su sl ng the hete r ol gou s e xpre s sion system in Xe nq pu s
O O Cyte S･ Regio n s e n coding m embra n e
- SPa nn lng do m ainsa ndthepo r edom ain ofthe H E R Gge n e were a mpli ned by P C R, and
Va ria nt co nfor m ersw er edete cted by P C R
- Single str a nd co nform ational polym orphis m(P C R-S SCP). Subs eque ntdir e ct
Sequ e nCl ng Ofthe PC Rprodu cts confirm edtheir m u taio n s･ T he m utatio ns we r ec o nfir m edbyP C R-r e Striction 丘
･agm e ntle ngth
POlym orphis m(P C R- R FLP)･ Site-dire cted m ut age n e si wa sperfor m ed, and cR N As w e resynthe sized. M embr a ne c u rr e nts
W ere reCOrdedfr o moocyte s lnJe Cted with cR NAs by the tw o- mic ro electrode voltage-Clam p t$Chniqu e･ Tw o miss ense
m ut ation sin the H E R Gge n e w e r eid ntified fro mtw oprobands with LQTS. T he 丘rst mutatio n wa sa C -tO- Ttran sitio nin the
S 4regio n of H E R G, re S ultingin a min o acids ubstitutio n of Arg toCys at the codo n 53 4(Arg5 34Cys). T his m ut ation w as
identified in threeindividu als ofthe family･ T hre eindividualshadaprolo ngedQTcinte rval, and inthe m adiagno sis of LQTS
W aS C Onfir m edba sed o nthe LQT Sc rite ria･ In the ele ctr ophysiologic al study, qu a ntitativ e analys e s re valed that the R 53 4 C
m ut ation didn otc a u s e appa r e ntdomin ant
- n egative sup pression , While kin etic a n alyse srev e aledthat this m utation shiftedthe
VOltage
-depende nce of H E RG chan nel activation to a negativ edire ction a nd a c c el r ated the deactivatio n tim e c o urs e. T he
S eC Ond m utatio n was a G-tO - A trans v ersion in the S5-S61inker of H E R G, r e S ultingl namino acidsubstitutio n of G lu t oLysa t
the codon 6 37(Glu6 37 Lys)･ T his w a s a nov el m utation ･ T his m utation w a sidentified in threeindividu als ofthefa mily. T hre e
individuals had aprolongedQTc inte rv al, a nd in the m adiagn osis of LQTS was c o nfir m ed ba sed o nthe LQT Sc rite ria. T he
ele ctrophysiologlC alstudyr ev e aledthat the E6 3 7 Km utatio n c a us eda m arked reductio n of IK, Via ado min a ntn egativ e effe ct.
